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时利用体外培养建立稳定转染 ARHI-siRNA 和空载质粒 PU6 的 HCT-116 人结肠
癌细胞株，通过 CCK-8、划痕试验、Transwell 小室及流式细胞术等方法初步研




计分析发现 ARHI 蛋白表达与肿瘤的分化程度及 TNM 分期有关(P< 0.05), 而与
患者的年龄、性别、肿瘤发生部位、大小、大体类型、是否淋巴结转移及神经、
脉管浸润与否、是否伴有息肉均无明显统计学差异。通过建立稳定转染
ARHI-siRNA 基因的结肠癌细胞株，利用 CCK-8、划痕试验、Transwell 及流式
细胞分析等方法检测表明，与转染空载 PU6 质粒的细胞相比，在人结肠癌






















Objective：To investigate the expression of tumor suppressor gene ARHI on human 
colon cancer cell line and tissues and statistical analysis of the correlation between 
ARHI expression and the clinicopathological characteristics. Preliminary study the 
functions of ARHI gene on coloncancer cell lines, so as to further research and 
genetic diagnosis of early coloncancer and molecular targeted therapy to provide new 
ideas and theories. 
Materials and Methods：In this study, semi-quantitative RT-PCR, Western-blot, 
immunohistochemistry were used to validate the ARHI gene expression on multi-level 
and multi-way , from cells to human tissues on mRNA and protein levels in colon 
cancer， by collecting paraffin specimens and culturing colon cancer cell line. 
Furthermore, CCK-8, The scratch test ,Transwell technique and flow cytometry 
analysis methods were used to study the functions of the ARHI gene on cell 
proliferation、migration、invasion and cell apoptosis using colon cancer cell line 
HCT-116 in vitro.  
Results： ARHI gene is widely expressed in normal in human normal colon tissues 
and is downregulated or absent in corresponding colon cancer tissues .The expression 
of ARHI protein is associated with tumor degree of differentiation and TNM stage 
was observed (P < 0.05). However, there is no significant correlation among ARHI 
protein expression and age, gender, tumor location, tumor size or metastasis in 
patients with coloncancer. To detected by the methods of CCK-8，The scratch 
test ,Transwell technique and flow cytometry analysis methods shows that cell 
proliferation、migration 、invasion and anti-apoptotic capacity increased than stable 
transfected empty plasmid PU6 cells after ARHI gene is disrupted on 
well-differentiated colon cancer  HCT-116 cells.  
Conclusion：The expression of ARHI gene is downregulated or absent in human 
colon cancer and it also play a function of tumor suppressor gene in colon cancer. 
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变，大肠癌有逐年上升的趋势。由 10 年前占恶性肿瘤的第 6 位上升到目前的第












ARHI 基因是成人癌中第一个被描述的候选抑癌印迹基因，是 1999 年由美
国德克萨斯大学 Anderson 癌症中心的 Yu 等[6]从人卵巢和乳腺上皮细胞及其癌细
胞中克隆出的一个新的肿瘤抑制基因。ARHI 基因定位于人染色体 1p31，包括它
的启动子和它上游甲基化状态的 CpG 岛。基因持续大约 8kb，包括 2 个外显子，
1 个内含子，外显子 1 包括 81 个不翻译的核苷酸，与外显子 2 之间以 3.2kb 的内
含子相连接。完全的蛋白编码区位于外显子 2，编码一个 229 残基的小 GTP 结
合蛋白，属于 Ras 超家族[7]，与该家族成员有 50%~60%的同源性。基因结构分
析已经鉴定了三个可能的 CpG 岛。CpG 岛 1、2 位于启动子区域内，邻近外显子
1。ARHI 在 N 末端有独有的 34 个氨基酸的延伸结构，在 GTP 酶活性和效应域
则与 Ras 有决定性的差异。ARHI 能与 GTP 高亲和力结合，但表现出较 Ras 低的



















ARHI 基因后对胰腺癌细胞凋亡的影响，发现转染 ARHI 基因后，Hoechst33258
染色可见明显凋亡细胞形态，胰腺癌细胞发生凋亡的细胞数要比对照组(转染空
载体)明显增加。在 SKOv3 肿瘤细胞转染 ARHI 基因，当 ARHI 蛋白其接近正常
细胞的表达水平时，即可出现自吞噬现象，而非凋亡[13,14,15]。ARHI 过表达，可




活性，使细胞生长停滞[17]。(3)抑制信号转导和转录激活因子 3 (STAT3)与 DNA
的结合，抑制癌细胞的生长及分化[18]。 
ARHI 基因发现较晚，对其与肿瘤关系的研究相对较少。研究发现，ARHI
基因可在人类多种不同的正常组织中表达。Yu[6]等用 Northern blot 方法检测人的
16 种不同正常组织，ARHI 在心、肝、胰腺及脑组织中均有表达，但正常卵巢组
织的 ARHI 表达 高，并在这些肿瘤中发现了该基因的结构和功能变化。施高宗
等[19]利用自行构建的ARHI基因真核表达载体验证并支持ARHI基因在乳腺癌细
胞株中具有生长抑制的功能。Hisashi 等[20]运用荧光定量 PCR 方法检测 26 例乳
腺癌标本，与正常乳腺组织比较，ARHI 基因 mRNA 在癌组织中表达明显下降甚
至缺失。杨红等[21]对 12 例正常胰腺组织和 8 株人胰腺癌细胞株进行了研究，表
明该基因在正常人胰腺组织广泛表达，但在胰腺癌组织中有较高比例的表达缺
失。Huang 等[22]研究发现肝细胞肝癌中 ARHI mRNA 和蛋白表达与癌旁正常的肝
细胞比较均明显降低，ARHI 过表达可显著抑制 Hep3B 肝癌细胞株的生长和集落
的形成。Weber F 等[23]人利用 RT-PCR 分析甲状腺癌细胞株研究表明 ARHI 在滤
泡型甲状腺癌中低表达(P=0.0018)，唐海灵[24,25]等运用 RT-PCR 方法、western-blot
及免疫组化方法检测不同分化程度的人胃癌细胞系、人胃癌组织标本及癌旁组
















高表达；ARHI 蛋白表达与肿瘤的分化程度及 TNM 分期有关(P< 0.05)。通过稳
定干扰表达 ARHI 基因的 MKN-28 高分化胃癌细胞，运用 MTT、Transwell 小室
以及流式细胞术的方法检测，发现细胞增殖、迁移及抗凋亡能力均增强。杨奕轩
等[26]通过将 pIRES2-EGFP-ARHII 重组质粒、NF-KB 报告基因质粒质粒共转 293T
细胞，发现 ARHI 可以下调 NF-κB 的转录激活能力，且使 NF-κB 的磷酸化降低
从而减少入核，提示胃癌中 ARHI 和 NF-κB 存在相互作用。ARHI 基因可能在
胃癌的发生发展中发挥重大作用。提示在正常情况下，ARHI 是一种在多组织中
均有表达的基因，说明这种基因有着重要的生物学功能。另外他们还发现组蛋白



































人肠癌细胞株 HCT-116 由厦门大学抗癌中心惠赠，ARHI-siRNA 表达载体、Pu6




（海尔公司），-80℃超低温冰箱（Forma 700 series，美国 Thermo 公司），低温高
速离心机（5804R，美国 Eppendorff 公司），生物安全柜（Forma class 2 A2，美
国 Thermo 公司），超净工作台（北京昌平长城空气净化工程公司），CO2恒温培
养箱（Forma Series2 HEPE class 2，美国 Thermo 公司），细胞计数板（南京裕安
仪器有限公司），细胞培养皿/瓶（美国 Corning 公司），液氮罐（YDS-3，中国四
川省乐山市东亚机电工贸有限公司），烧烤微波炉（格兰仕公司），polystat CC1
水浴锅（江苏兴华仪器厂），Milli－Q Biocel 纯水仪（美国 Millipore 公司），PH
值测量仪（HANNA 公司），紫外分光光度计（德国 Eppendorf 公司），酶标仪
（Model 680，美国 Biorad 公司），蛋白质电泳仪（美国 Biorad 公司），蛋白转移
装置（美国 Biorad 公司），WD-9405 型水平摇床、脱色摇床（北京市六一仪器
厂），暗室显影胶片（美国柯达公司），PCR 仪（Gene Amp2700，美国 Applied 
Biosystems 公司），荧光定量 PCR 仪（ABI Prism 7500，美国 Applied Biosystems
公司），隔水式电热恒温培养箱（上海市跃进医疗器械一厂），HV-110 型全自动
高压蒸汽灭菌器(日本 HIYARAMA 公司), ABl04-N 型电子分析天平(上海梅特
勒．托利多公司)，微量加样器(Eppendorf，德国)。凝胶成像分析系统(Bio-Rad
公司，美国)，超声破碎仪(USA), 磁力搅拌器（华美生化仪器厂），移液器（德


















鼠抗人 ARHI 单克隆抗体购自 Invitrogen 公司），生物素化的羊抗鼠/兔 IgG
和 DAB 显色试剂盒、多聚-L-赖氨酸、30%H202 均购自福州迈新生物科技公司，
Taq DNA 聚合酶、限制性内切酶 BspMI (BveI)、限制性内切酶 Not I、限制性内
切酶 Hind III、T4DNA 连接酶均购自 TaKaRa 公司,随机引物、dNTPs、琼脂糖、
氨苄霉素购自TaKaRa公司, DL2000 DNA Ladder Marker购自TaKaRa公司, 质粒
抽提试剂盒购自德国 Qiagen 公司，琼脂糖凝胶、脂糖、低熔点琼脂糖购自大连
TaKaRa 公司，DEPC 水、丙烯酰胺、亚甲基双丙烯酰胺、胰酶均购自 Sigma 公
司,Tris、SDS、DMSO、Gold ViewnaTMI 型核酸电泳染料购自博大泰克公司,  
McCoy’5A 培养基购自美国 Hyclone 公司，LipofectamineTM 2000 reagent 、
Opti-MEM®I 培养液、,胎牛血清购自美国 GIBCO 公司，100×双抗购自美国
GIBCO 公司，Trizol 购自 Invitrogen 公司，氯仿，异丙醇，无水乙醇购自上海化
学试剂有限公司，SuperScrip III First-Strand Synthesis System购自 invitrogen公司，
SYBR greenPCR master mix 购自美国 Applied Biosystems 公司，RIPA 蛋白裂解
液 购自江苏碧云天生物技术研究所，考马斯亮蓝快速染液购自 Solarbio 公司，
小鼠β-Tubulin单克隆抗体购自CST公司, PageRuler Prestained Protein Ladder Plus
蛋白预染 marker 购自 Ferme -ntas 公司, 超 2.2μm 孔径 PVDF 膜购自美国




2.1.4.1 Western blot 主要试剂： 
（1）30%丙烯酰胺(100 mL):加 60 mL 去离子水，37℃加热搅拌溶解，定容至 100 
















（2）10% SDS(100 mL):SDS 10 g，溶于 90 mL 去离子水中，加热至 68℃助溶，
浓盐酸调 pH 值至 7.2,去离子水定容至 100 mL，室温保存。 
（3）10% APS(10 mL)：APS 1 g，10 mL 去离子水搅拌溶解，4℃避光保存，溶
液新鲜配制。 
（4）1.5 mol/L Tris(pH 8.8，100 mL)：Tris 碱 18.17 g，去离子水 80 mL，搅拌溶
解，浓盐酸调 pH 至 8.8，定容至 100 mL，高压灭菌 20 分钟，室温保存。 
（5）1 mol/L Tris(pH 6.8，100 mL)：Tris 碱 12.11 g，去离子水 80 mL，搅拌溶解，
浓盐酸调节 pH 至 6.8，定容 100 mL，高温高压灭菌 20 分钟，室温保存。 
（6）TEMED：原液分装，4℃避光保存。 
（7）5×Tris 甘氨酸电泳缓冲液（储存液，1000 mL）：去离子水 800 mL，丙烯酰
胺 29 g，亚甲基丙烯酰胺 1 g，Tris 15.1 g，甘氨酸 94 g，SDS 5.0 g，搅拌溶解定
容至 1 L，4℃保存。 
（8）5×SDS-PAGE 上样缓冲液（储存液，5 mL）：于 10 mL 塑料离心管中，加
去离子水溶解定容至 5 mL；小份 500 μL 分装后，室温保存，使用前将 25 μLβ-
巯基乙醇加到每小份中，加入 β-巯基乙醇的上样缓冲液室温下可保存一月左右。 
（9）Western blot 膜转移缓冲液（1000 mL）：去离子水 600 mL，搅拌溶解，定
容至 800 mL 后，加入 200 mL 甲醇，室温保存。 
（10）10×Tris 盐缓冲液（TBS，1000 mL）：去离子水 800 mL 搅拌溶解，定容至
1000 mL，调 pH 至 7.6，4℃保存。 




Na2EDTA·2H2O18.61g，加 80mL 去离子水，充分搅拌，NaOH 调节 pH 值至 8.0，
去离子水定容至 100mL，高压灭菌 20min，室温保存。 
















(3)1.5％琼脂糖凝胶：称取 1.5g 琼脂糖，加入 50mL1×TAE 后于微波炉加热至溶
化，冷却至 55℃左右，再加入 5μL 核酸染料，轻轻摇匀，铺胶。 
(4)LB 液体培养基：每 1L 加分析纯 NaCl10g，蛋白胨 10g，酵母粉 5g，用 ddH20
配制，再用 l0mol/L NaOH 调 pH 至 7.4，0.11Mpa 高压蒸汽灭菌 20min 冷却后使
用。LB 固体培养基：每 100mL LB 培养基中加入 1.5g 琼脂，湿热灭菌成凝胶状
备用。 
(5)氨苄青霉素储备液:0.5g氨苄青霉素钠盐粉末加入 10mL无菌水或LB溶解混匀
为 50mg/mL 的氨苄储存液，0.22μm 滤膜过滤除菌，分装后-20℃储存备用。使用
时按 1mL 培养基加 1μL 的用量 
2.1.4.3 培养细胞所用试剂： 
（1）PBS 缓冲液：称取 NaCl 8.0 g，KCl 0.2 g，Na2HPO41.44 g，KH2PO4 0.24 g
加入 800 mL 去离子水中溶解，调节 pH 值至 7.4，定容至 1 L，高压 20 分钟灭菌。 






2.2.1.1 标本收集  
收集厦门大学附属中山医院胃肠外科肠癌根治手术切除标本 25 对，用福尔
马林液固定，石蜡包埋后用于免疫组化染色，同时收集厦门大学附属中山医院病
理科收集了 2009 年肠癌组织石蜡标本 23 例，用于免疫组化检查。上述所有石蜡
















全部标本取材后经 4%多聚甲醛溶液固定, 常规脱水, 石蜡包埋, 连续切片, 
切片厚度 4 μm, 首先经 HE 染色病理组织学证实后再采用免疫组织化学 SP 方法
检测肠癌组织 ARHI 表达。严格按照试剂盒说明书所示步骤操作, 经反复验证取
ARHI 一抗 佳稀释浓度为 1∶50，用 PBS 代替一抗作为阴性对照, 用卵巢正常
组织切片作为阳性对照。试验组所有病例均根据国际抗癌联盟(UICC)2002 年修





2min）脱蜡→自来水冲洗 2min→蒸馏水振洗 2min→PBS 振洗 2min； 
(3) 抗原修复：将含 1%柠檬酸型抗原修复缓冲液(100x)(pH6.0)的 PBS 抗原修复液置
微波炉高温加热至沸腾；（可与步骤 3 同时进行）→将脱蜡后的切片放入煮沸的抗
原修复液（修复液必须浸没切片）→置 140°高温箱（提前预热）修复 20min→取出
后使切片自然冷却→蒸馏水冲洗两次，PBS 冲洗两次，每次 3 分钟； 
(4) 封闭：用 3%过氧化氢于室温下孵育 10min，PBS 振洗 3 次，每次 3min； 
(5) 一抗孵育：ARHI 单克隆抗(Mouse anti-ARHI, Catalog No. 39-0400)体做 1:50
稀释，滴加后于 4℃孵育过夜→次日 PBS 振洗 3 次，每次 3min； 
(6) 二抗孵育：滴加山羊抗小鼠/兔 IgG 二抗（福州迈新 EliVisionTMplus 试剂盒
No. KIT-9902)增强剂 A，室温孵育 20min→PBS 振洗 3 次，每次 3min→滴加山羊
抗小鼠/兔 IgG 二抗室温孵育 30min，PBS 振洗 3 次，每次 3min； 
(7) DAB 显色、封片：加 DAB 液，于室温下显色 2-5min（显微镜下观察）→PBS
冲洗→苏木素复染 15-20 秒，自来水冲洗 3-5min 返蓝→常规梯度酒精脱水，中
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